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SPECIFICATION 



TO ALL WHOM IT MAY CONCERN: 

Be it known that we, Peter MUHLRADT, a citizen of Germany, 
residing at Mascheroder Weg 1, D-38124 Braunschweig, Germany, and 
Ursula DEITERS, a citizen of Germany, residing at Mascheroder Weg 1, D- 
38124 Braunschweig, Germany, have invented a new and useful 
VERWENDUNG VON LIPOPEPTIDEN ODER LIPOPROTEINEN ZUR 
WUNDBEHANDLUNG (USE OF LIPOPEPTIDES OR LIPOPROTEINS FOR 
WOUND TREATMENT), of which the following is a specification. 
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• 



Verwendung von Iiipopop-txden oder Lipopzroteinan zur Wundbshand- 

iLiing- und Inf cktionsprophylax© 



Stand der Technik 



Man kann 5 Stadier 



der Wundheilung beschreiben: 



4 . 
5, 



Blutgerinnung dnd Freisetzung von Mediatoren aus Thrombc2yten 
(nach einigen Mnuten) / 

Einstrom von L^ukozyten, d. h- anfangs Granulo2yten, spSter 
Makrophagen uncj Lymphozyten (Tag 1-3), 

rser Zellen wie Fibroblasten, Endo- und £pi- 
3-7) , 

(Tag 7-9) und 



Vermehrung div« 
thelzellen (Tac 
Wundkon t r a kt i or 



Umbau des Narbcngewebes (bis zu einem Jahr) 



■ 5 



Das EinstrSmen vor 
Debris und Abtoter 



tiden r Wachstumsf c 
Factor (TGFfcl), 



Granuiozyten in Phase 2 bewirkt Aufnahme von 

von ihfektiosen Erregern, eine Aufgabe, die 

I 

auch von Makrophac en ubejrnoromen . wird. Die Makrophagen sind dar- 
Uberhinaus die Quelle einer Reihe von Mediatoren wie Signalpep- 

ktoren! und Zytokinen, wie Transforming Growth 
atelet! Derived Growth Factor ( PDGF-AA und 
-BB) , Fibroblast drowth factor (FGF2) und zur Familie der Epi- 
dermal Growth Factors (EGF) gehorigem TGF-a. Makrophagen sezer- 
nieren auch Inter] eukin-jl (IL-l), das indirekt in Fibroblasten 
FGF7 induziert. A! le diebe Faktoren sind an unterschiedlichen 
Stadien der Wundheilung beteiligt bzw. dafur unerl£filich. Ohne 
Makrophagen als Qi.elle dkfur ist eine Wundheilung stark verzo- 
gert bzw. nicht mi»glich.i 



ProlDlematik : 

Obwohl es moglich 
isolierter Form b4i 
ineffektiv, da dio 
nur wenigen Minut^n 



rin, daft der natu:: 



Mediat 



schiedlichen 
tion dieser Substin 
schweige denn bei 



Eine Komplikation 
darstellen, die iifi 
erhohter Narbenbi 
Operationen probl 
mit Antibiotika i 
eller allergische 
bestimmten Patien 
tienten, ist Wundii 



ist, einige der oben erwahnten Mediatoren in 
der Wundheilung einzusetzen, ist dies jedoch 
meisten dieser Peptide eine Halbwertszeit von 
haben. Weitere Schwierigkeiten bestehen da- 
liche Zeitpunkt des Erscheinens der unter- 
oren, die optimale Dosierung und die Interak- 
zen nicht im Einzelnen bekannt sind, ge- 
Applikation kontrolliert werden kSnnen. 



auch chirurgischer Wunden k6nnen Infektionen 

allgemeinen zu verzSgerter Wundheilung und 
dung ftthren, was besonders bei kosmetischen 
imatisch ist. Eine prophylaktische Abdeckung 
t angesichts der Resistenzprobleme und eventu- 
Reaktionen vielerorts nicht mehr iiblich. Bei 
engruppen, z. B. Diabetikern oder alteren Pa- 
eilung verzogert . 



Iiosung 

Mykoplasmen haben hatUrlicherweise die Eigenschaft, am Infek- 
tionsort, z. B. dele Lunge, zum EinstrSmen von Leukozyten zu fuh- 
ren. Wie wir jetztj zeigen konnten, ist diese Eigenschaf t mit dem 
Vorhandensein einelr bestimmten Klasse von Lipopeptiden assozi- 
iert, die dadurch pharakterisiert 1st, dafi sie N-terminal eine 
Dihydroxypropyl-cylstein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen, 
langkettigen Fettspuren aufweist (6, 10) . Derartige Lipopeptide 
haben auJier der bdreits beschriebenen Eigenschaft, murine wie 
humane Makrophagerj bzw. Monozyten in vitro zur Freisetzung von 
2ytokinen und Proataglandinen zu stimulieren (1 bis 3; 11)/ auch 
die von uns neu gdfundene F&higkeit, in vivo hohe Titer an den 
Chemokinen MlP-laJ MIP-2, MCP-1 und KC zu induzieren und Leuko- 
zyteneinwanderung jzu bewirken (12) . Diese Lipopeptide stimu- 
lieren die Zellen luber den "toll-like receptor 2" (13). 



In der Tier- wie 
stellte Lipopepti 
baut oder an biol 
koppelt sind, z. 
tionslosungen ein 
WundnShe inj izier 
Einstrom von Gram 
nigen und somit e 
der Biosynthese a; 
nattirlichen Reihe: 
leichtern und bes 
Lipopeptide aus M; 
plikation von and 
thetischen Analog. 



Iumanmedi2in k5nnen reine, synthetisch herge- 
le sowie Lipopeptide, die in Liposomen einge- 
[gisch abbaubare polymere TrSgersubstanzen ge- 
i. in Form von Salben, Lotionen oder Injek- 
[esetzt werden. Auf Wunden aufgebracht oder in 

sollen derartige Praparate den natvirlichen 
ilozyten und Makrophagen erhahen und beschleu- 
[ner Infektion vorbeugen sowie durch Anregung 

der Wundheilung beteiligter Mediatoren in der 
tfolge und Konzentration die Wundheilung er- 
(ihleunigen. Die in vivo-Wirksamkeit derartiger 
'koplasmen ist tiberraschend und neu, da die Ap- 
sren bakteriellen Lipopeptiden und ihrer syn- 

im Tierversuch keine Wirkung zeigen (8) . 
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Gemaft einer Ausfah rungs form wird die der Erfindung zugrundelie- 
gende Aufgabe dure 1 die Verwendung eines Lipopeptids Oder Lipo- 
proteins mit der f {>lgenden. allgeiaeinen Struktur: 

O-CO-R2 
I 

CH 2 -X-CH 2 -CH*-CH 2 -0-CO-Ri 
I 

222iN-CH-W-Y-COOH 
in der 

Ri und R2, die gledch oder voneinander verschieden sein konnen, 
fur C7-25-Alkyl, C 7 - 2 s-Alkenyl oder C7-25~Alkinyl , 
X fur S, 0 oder CHg, 

ch oder voneinander verschieden sein k£>nnen, 



Zi und Z%, die gle: 
fttr H oder Methyl 
W ftir CO oder S (0 
Y fur eine aus 1 
gisch vertragliche 
kierte asymmetris 
tion hat, wenn X 



(mit n = 1 oder 2) und 
kjis 25 Aminosaureresten bestehende physiolo- 

Aminos&uresequenz stehen und das ruit * mar- 
c|he Kohlenstof fatom die absolute S-Konfigura- 
S (Schwefel) ist, zur Herstellung eines phar- 



mazeutichen Pr&paiats zur Tier- oder Humanwundbehandlung gelSst. 



Erf indungsgemaft k« 
gekennzeichnet se4n 
bestehende physio 



Erf indungsgemafi k 
gekennzeichnet se 
aus der folgenden 

(i) Aminosai 
des Li 



nn das Lipopeptid oder Lipoprotein dadurch 
daft Y fur eine aus 1 bis 25 Aminosauren 
ogisch vertrSgliche Aminosauresequenz steht, 



nn das Lipopeptid oder Lipoprotein dadurch 
n, da& Y far eine AminosSuresequen2 steht, die 
Gruppe ausgew&hlt ist; 

resequenz; die die Wasserloslichkeit 
p*peptids oder Lipoproteins nicht beeintr&chtigt * 
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(ii) GQTNT 

(iii) SKKKK 

(iv) GNNDESNI$FKEK 

(v) GQTDNNSSASQQPGSGTTNT 



wobei be 
und (v) 
sein kdnAen 



Erf indungsgemaft 
kinyl ein Cis-Alkyl 



Er f i ndungsgem&ii kafrn 
dung (en) die cis-Kfc>nf 



Gemafc einer weiter 



den Aminosauresequenzen (ii), (iii), (iv) 
inzelne AminosSuren fehlen Oder ausgetauscht 



k6jinen das C7-25-Alkyl, C 7 -25-Alkenyl oder C7-2S-AI- 
Cis-Alkenyl oder Cis-Alkinyl sein. 



in dem C 7 -25-Alkenylrest die Doppelbin- 
iguration auf weisen . 



n Ausfuhrungs.f orm wird die der Erfindung zu- 
grundeliegende Aufbabe durch die Verwendung eines physiologisch 
vertraglichen Lipopeptids oder Lipoproteins, das N-terminal eine 
Dihydroxypropyl-cy stein-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen 
gegebenenf alls langkettigen Fetts&uren tragt, die gleich oder 

2ur Herstellung eines pharmazeutischen Pr&pa- 
Humanwundbehandlung gel6st • 



verschieden sind, 
rats zur Tier- unc 



Ferner betrifft 
oder Lipoproteins 
Herstellung eines 
manwundbehandlung 



di|e Erfindung die Verwendung eines Lipopeptids 
erhSltlich aus einem Mykoplasma-Klon, zur 
pharmazeutischen PrHparats zur Tier- oder Hu- 



Diese Verwendung 
peptid oder Lipop^ot 
h&ltlich ist. 



Kann dadurch gekennzeichnet sein, daB das Lipo- 
ein aus einem Mykoplasma-f ermentans-Klon er- 
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Bei der erfindungs 
Lipoprotein wasserl 



Erf indungsgemMfi ka 
folgenden Gruppe 



gpmSften Verwendung kann das Lipopeptid oder 
oslich oder amphoter sein» 



iin ein Lipopeptid oder Lipoprotein aus der 
/endet werden: 



rw 



(i) S- [2, 3-Bi spalmitoyloxy- (2RS) -propyl ] cysteinyl- 
GQTNT 

(ii) S- [2, 3-Bi spalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
SKKKK 

(iii) S- [2, 3-B: spalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
^FKEK 

spalmitoyloxy- (2S) -propyl ] cysteinyl- 
FKEK 

spalmitoyloxypropyl] cysteinyl- 



GNNDESNI 

(iv) S-[2,3-B 
GNNDESNI 

(v) S-[2,3-B 



GQTDNNfSS' JSQQPGSGTTNT 

Bei der erfindungs jernaJien Verwendung kann das Lipopeptid oder 
Lipoprotein in For n einer Lasung zur epikutanen Anwendung, einer 

siner Salbe, einer Lotion, einer waftrigen Sus- 
pension, eines dam it impragnierten oder beschichteten Pflasters, 
in Liposomen verkapselt oder an biologisch abbaubare 
Tragerpolymere gekoppelt vorliegen. 



erfindungs gem&ft 



Verlet 



i te 



Bei der 

um Wunden nach 
chronisch infi2ie 
Ulcus venosum odei 
oder Diabetiker si 
terzogen worden sind 



Synthetische 
und wOrden den 



en Verwendung kann es sich bei den Wunden 
zungen Oder chirurgischen Eingriffen, um 
Wunden, Brandwunden, chronische Ulcera oder 
Wunden von Patienten handeln, die korpulent 
nd oder einer Strahlen- oder Chemotherapie un- 



r&parate wSren kostengiinstig herstellbar 
natjurlichen Ablauf der Wundheilung verstarken, 



Lipoj >eptidp 



* 
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ohne prinzipiell in 
dener Mediatoren 
wtirde eine Infekt 
oder andere, die 
eingesetzt werden 
bei Ge s i chtswunden 
tat der Ublichen 
Augen oder dem Nas 
topischer Anwendung 
wie Fieber so gut 



den kompii2ierten Regelmechanismus verschie 
Wundheilung einzugreif en. Daruberhinaus 
ioksprophylaxe bewirkt, ohne dafl Antibiotika 
Wundheilung z. B. schadigende Bakteriostatika 
ssten. Solche LipopeptidprSparate waxen auc 
insetzbar, bei denen aus Grunden der Toxizi 

eriostatika bei Gefahr des Kontakts mit 
- und Oralbereich Vorsicht geboten ist. Bei 
ist die Gefahr von systemischen Wirkungen 
e ausgeschlossen. 



der 



rrus 



Bakt€ 



en- 



wi 



Nachstehend wird 
naher erl&utert. 



die Erfindung durch Abbildungen und Beispiele 



krophag 



Beispiel 1: Ma 

tide, die sich von 
Stickstof fmonoxid- 



Lipopept j 



au< 



da z 



Ein leicht quantifi 
Makrophagen mit 
Stickstof fmonoxid 

von Interferon-y 
Dieser Assay wird rr 
MSusen, die nur s 
Mikrotiterplatten ( 

gleichzeitig mit r 
Makrophagen a 
stttndigen Inkubati 
reduziert; NO wird 
Griess-Reagenz bestjimmt . 



en-Aktivierung durch synthetische Lipopep- 
yiykoplasmen herleiten, gemessen mit dem 
eisetzungs-Assay. 



Fr 



zierbarer Assay zur Aktivierung von murinen 
iden stellt die Freisetzung von 
s peritonealen Exsudat-Zellen in Gegenwart 
; vgl. beispielsweise Miihlradt & Frisch in t 
it peritonealen Exsudat-Zellen von C3H/HeJ- 

mit Endotoxin reagieren, in 
96 Troge) durchgef Uhrt . 10 5 Zellen werden 
i-Y und einer seriellen VerdUnnung eines 

Materials stimuliert. Nach einer 4 8- 
clnsdauer wird das Nitrat mit Nitratreduktase 
als Summe von Nitrit und Nitrat mit dem 



ch wach 



IFN- 



ktivierenden 



» t 
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Die Makrophagen-Sti tiulationswirkung der folgenden Lipopeptide 
wird in den Figuren 1A bis ID verglichen. 

Fig. 1A: MALP-A: S- [2, 3~Bispalmitoyloxy~ (2RS) -propyl] cysteinyl- 
SKKKK. I 

Fig. IB: N-PalmitoUloxy-MALP-A : S- [2, 3-Bispalmitoyloxy- (2RS) - 
propyl J -N-palmitoyJjcysteinyl-SKKKK. 

Fig, 1C: MALP-H: S-J [2 , 3-Bispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] -cysteinyl- 
GQTNT . J 

Fig. ID: S-MALP-2 • Is- [2, 3- Bispalmitoyloxy- (2S) -propyl] - 
cysteinyl-GNNDESNISFKEK; und R-MALP-2 : S-[2,3~ Bispalmitoyloxy- 
(2R) -propyl] cysteilyl-GNNDESNISFKEK. 

Mit Hilfe dieses Assays wird damit gezeigt, daft die LSnge oder 
Zusammensetzung dep Peptid-Anteils der Lipopeptide von geringern 
EinfluB auf die Majcrophagen-StiumulationsaktivitSt ist (vgl. 
Fig- 1A, 1C und lDl , w&hrend die An2ahl der FettsSuren am N- 
terminus (vgl. FigL 1A und IB) und insbesondere die Stereo- 
konf iguration an dpr 2-Stellung der Diacyloxypropyl-Gruppe von 
Einfluii ist (vgl. Fig- ID). 

Beispiel 2 : I 

Als Beispiel der wirksamkeit von synthetischen Lipopeptiden oder 
Liposomen, in die Iderartige Lipopeptide inkorporiert wurden, 
dient uns das Moddll des Einstrttmens von Granulozyten und Makro- 
phagen in den Per Jtonealraum der Maus. Es warden NMRI-Auszucht- 
mause als VersucHstiere verwendet, um genet ische Besonderheiten 
auszuschliefcen- 



* 



Das racemische Lipspeptid MALP-2 wurde gemS& Muhlradt et al. in 
(6) synthetisiert , die Verbindungen R-MALP-2 — S- [2, 3-Bispalmi- 
toyloxy- (2R) -propyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK bzw. S-MALP-2 = S- 
[2, 3-Bispalmitoyloxy- (2S) -propyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK nach 
Zitat 7. MALP-haltige Liposome)! werden wie folgt konstruiert: 
Die in Chloroform dzw. Chlorof orm/Methanol (1+1) gelasten Lipide 
(Phosphatidylglycerin, Phosphatidyl serin, Cholesterol, NBD-PE, 



xnolares Verhaitnis 
Propanol/H a O (1+1) 
Rotationsverdampf e 



1,08 ; 1 : 0,25 : 0,005) werden mit dem in 2- 
gelSsten MALP-2 zusammenpipettiert und mittels 
r eingeeengt. Vollstandige Trocknung des 
Lipidfilms erfolgt uber Nacht unter der Sterilbank. AuflSsen des 
getrockneten Lipidfilms in Octylglucosid (100 mM in 0,05 M Tris- 
gepuffertem NaCl, pH 7), 30 min. bei 37 °C im Wasserbad. Dialyse 
gegen das 50-fach€ Volumen NaCl (0,1 M Tris-gepuf f ert , pH 7) bei 
Raumtemperatur, 2 x Wechsel des Aufcendialysats nach jeweils 24 
Stunden . 



Die erhaltene Lipc 
gewaschen (2entri 
schlufi daran in N 



somensuspension wird insgesamt 3 x mit NaCl 
^ligation 30 min- bei 47800 g, 4 °C) und im An- 
Cl resuspendiert . 



W€ 



Zum Zeitpunkt 0 
physiologischer 
tiere injiziert 
lichen Zeiten get 
salzlSsung gesptill 
dieser 2ellsuspen 



rden die folgenden Praparate steril und in 
Kcjchsalzldsung in den Bauchraum der Versuchs- 
cfruppen von 6 MSusen werden nach unterschied- 
tet, der Bauchraum mit 1,2 ml steriler Koch- 
und die Leukozytenzahl und -zusammensetzung 
ion bestimmt. 



Fig. 2 zeigt den llinstrom von Gesamtleukozyten bzw. Granulozyten 
als Reaktion auf die intraperitoneale Injektion von 9 pg 
razemischem MALP-; \ in NMRI-Mause (Gruppen von 6 Tieren) . 
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Fig*. 3 zeigt den Eifcistrom von Gesamtleukozyten bzw. Granulozynen 
als Reaktion auf dije intraperitoneal Injektion von 0.2 mg Lipo- 
somen, die 9 pg razlemisches MALP-2 enthielten, in NMRI-Mause 
(Gruppen von 6 Tie Jen) . 

Fig. 4 zeigt den Ejjnstrom von Gesamtleukozyten bzw. Granulozyten 
als Reaktion auf die intraperitoneale Injektion von 0.2 mg Kon- 
troll-Liposomen, die kein MALP-2 enthielten, in NMRI-Mause 
(Gruppen von 6 Tie|en) . 

Fig. 5A zeigt die Infiltration von Leukozyten in die Riickenhaut 
einer NMRI-Maus, 3|Tage nach intrakutaner Injektion von 2 pg S- 
MALP-2 , das in Lipf>somen inkorporiert war. 

Fig. SB zeigt im vfergleich: Riickenhaut einer unbehandelten Maus. 

Fig- 6 zeigt den Bpreich des nach MALP-Injektion entstandenen 
neuen Gewebes mit keuen Gef&ften (Bildmitte) . 

In der TaJaelle 1 sknd die wesentlichen Werte, d. h. der nach In- 
jektion der Pr&parkte erfolgende Anstieg an Granulo2yten und der 
sp&tere Anstieg arJ Makrophagen zusammengef afct . £s ergibt sich 
eine Zunahme gegerJiiber unbehandelten Kontrolltieren von Granulo- 
zyten um das etwa JHundertf ache r wShrend die Makrophagen nach 3 
Tagen um das Doppdlte bis Dreifache zugenommen haben. 



Misst man 2 Std. rjach Applikation der Mykoplasmen oder Lipopep- 
tidpr&parate die dhemotaktisch wirksamen Chemokine MlP-la, MIP-2 
oder KC im Serum der Versuchstiere, so findet man signifikant 
erh5hte AktivitSten. 



Beispiel 3 : 



Die Bedeutung des adymmetrischen C -Atoms an C2 der Dihydroxypro- 
pylgruppe ftir die ir|-vivo-Wir kung zeigt die Tabelle 2. Hier wur- 
den wie oben Grupperj von 5 KTMRI-Meiusen unterschiedliche Mengen 
R-MALP-2 =* S- [2 , 3-Bilspalmitoyloxy- (2R) -propyl] cysteinyl- 
GNNDE SN I S FKEK bzw. 3-MALP-2 = S- [ 2 , 3-Bispalmitoyloxy- ( 2S ) -pro- 
pyl ] cysteinyl-GNNDEaNISFKEK intraperitoneal appliziert und nach 
3 Tagen die Gesamtzahl sowie Zusammensetzung der Peritoneal- 
leukozyten bestimmtJ Das S-MALP-2 1st deutlich wirksamer. 

Beispxel 4: I 

Um die Wirkung des MALP-2 bei intrakutaner Appliktion zu zeigen, 
wurde folgendes Experiment durchgef Uhrt . Injiziert man 2 \xg 
freies S-MALP oder 2 yg S-MALP in 0,1 mg Liposomen inkorporiert 
intrakutan in die Haut von NMRI-M&usen, so bildet sich nach 3 
Tagen an der Injektlonsstelle eine deutliche Ansammlung von Leu- 
kozyten (vgl. Abb. Aa und 5B) , bzw. nach 6 Tagen bilden sich 
neues Gewebe und Gefasse (Abb. 6) . Dies zeigt, daft die Pr&parate 
in der Haut wirksaml sind und in der Lage sind, die Wundheilung 
zu ferdern. J 

Beispxel 5: Ef f ektel einer topischen Anwendung von S-MALP-2 auf 
Zelleinwanderung unli Wundheilung bei MSusen. 

Um eine Dosisantwort zu etablieren, wurden zwei Arten von Expe- 
rimenten durchgef Uhpt : 

1. Bestimmung der Zplleinwanderung und Proliferation durch 
Messung von Nucleinpauren in Hautstanzen nach intrakutaner (ic) 
Injektion verschiedpner MALP-2-Dosen. Am Tag -1 wurden die 
Rilcken von C57BLKS/LT MSusen geschoren und mit "Veet" enthaart. 
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Am Tag 0 wurden di€ 
schiedene Dosen vor 
Volumlna von bis zi 
chende Volumina des 
derselben Mause an 
Tage spater getotei^ 
von den MALP-2-In j 
len entnommen. Die 



Tiere mit Metofane betSubt; es wurden ver- 
MALP-2, gelest in 30-proz. 2-Propanol in 
10 pi in die Rticken injiziert (ic) • Entspre 
Vehikels ohne MALP-2 wurden in die Riicken 
anderer Stelle injiziert. Die Tiere wurden 1 
es wurden Hautstanzen (Durchmesser 0.8 cm) 
dktionsstellen und den Kontrollinjektionsstel 
Hautbiopsien wurden durch eine 15-mintitige 



Extraktion mit Methanol, Methanol/Chlorof orm (1+1) und Chloro- 



form entfettet und 
siert. Die Proben 



in 10 N HC1 fiber Nacht bei 110 °C hydroly- 
vlurden getrocknet, in Wasser auf genommen, 



durch Filtration dtrch Sterilfilter (0.2 um) gekl&rt; die Nuk- 



leinsauren wurden 
messen. 5 ]ig MALP- 
mal. Bei dieser Do 
MALP-2 - In jekt ions s 
Kontrollbiopsie (4 



qurch Messen der Absorption bei 260 nm ge- 
pro Inj ektionsstelle erwiesen sich als opti 1 * 
is erh$hte sich der Nukleinsaure-Gehalt der 
elle um 97 ± 43 % gegenuber der entsprechenden 
Tiere pro Gruppe) . 



2 . Zellbesiedelung 
cm Durchmesser) vor 
Mengen an MALP-2 
wurden (C57BLKS/J-: 
geschoren und mit " 
betSubt und ihre 
wurden kreisf drmig 
Riicken jeder Maus 
rentem Hydrofilm { 
Vehikel wurden in 
bett injiziert. Naojh 
dtinne Schicht 2ell 
{0,8 mm Durchmesse 
siert und die Nucl 
diesem Modell war 
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behandelt 



Rt cken 



und -Proliferation wurden in Hautstari2en (0 
Wunden gemessen, die mit verschiedenen 

worden waren. Far dieses Experiment 
Z+Lepr^-MSuse (diabetisch) auf den RUcken 
fVeet" enthaart. Die Tiere wurden mit Metofan^e 
wurden mit Braunol desinf iziert . Danach 
Hautsegmente (0-8 cm Durchmesser) auf dem 
rausgestanzt . Die Wunden wurden mit transpa 
rtartmann, Deutschland) abgedeckt; MALP-2 oder 
^olumina von 50 jil durch den Film in das Wund 
10 Tagen wurden die Tiere getetet; die 
die die Wuride verschloJS, wurde ausgestanz 
Die ausgestanzten Proben wurden hydroly- 
e|insSure wurde wie zuvor be3timmt- Auch bei 
ne Dosis von '5 pg MALP-2 pro Wunde optimal 



he 



.en 
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Bel dieser Dosis 
Probe aus den mit 
142 ± 22 pg bei dfe 
pro Gruppe; P<0.0( 



vurden 34 9 ± 24 pg NucleinsMure pro Biopsie- 
MALP-2 behandelten Tieren gernessen, wahrend 
n Vergleichsproben ermittelt wurden (4 Tiere 
01) . 



Ein Wundheilungs- Experiment wurde f olgendermaflen durchgef uhrt . 
Am Tag -1 wurden :57BLKS/ J-mnV+Lepr** Mause (diabetisch) auf ih- 
ren Rucken geschoren. Am Tag 0 wurden die Tiere mit Ether be- 
tciubt, und die Rucken wurden mit Braunoderm desinf iziert . Danach 
wurden kreisf Srmi ?e Bereiche (1.3 cm Durchmesser) aus der 

^aus herausgeschnitten. Die WundrSnder wurden 
ir behandelt; es wurden 100 pi der MALP-2-Zube- 
/ehikels in jede Wunde gegeben (10 MSuse filr 
jede Behandlungsgruppe) , Die Wunden wurden mit durchsichtigen 
Pflastern von Tegaderm abgedeckt. Jeden Tag bis zum Tag 4 wurden 
100 pi der ZubereLtung (Gehalt 5pg MALP-2) oder Vehikel-Zuberei- 
tung durch den Te graderm-Verband in das Wundbett in j iziert oder 



Ruckenhaut jeder 
mit Benzoin-Tinkt 
reitung oder des 



in der Wunde plaz 
MSuse wurden ein2 
fektionen zu verm 
gegeben (50 mg/1 
Ether-An£sthesie 



Lert, wenn der Verband gewechselt wurde. Die 
sin in separaten K&figen gehalten. Urn In- 
aiden^ wurde Baytril (Bayer) in das Trinkwasser 
2nrof loxacin) - Die Verbande wurden unter kurzer 
5inmal pro Woche gewechselt, wobei die 



Wundr&nder auf Ob j ekttrSgern abgezeiehnet wurden- Die 



abgezeichneten Be 



Scionlmage-Sof tware bestimmt. Die Wunden wurden visuell auf In- 



fektionen geprttft 
fizierten Wunden 



ceiche wurden mit einer Standard-CCD-Kamera und 



Fliissigkeitsproben von of f ensichtlich in- 
tfurden auf Blutagar-Platten getestet. M^use mit 



infizierten Wunden wurden von weiteren Analysen ausgenommen. Die 
Daten finden sich in Fig. 7 und zeigen eine signifikante 
Beschleunigung de[r Wundheilung bei den mit S-MALP-2 behandelten 
Tieren . 
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ing der Oberlebensrate von MMusen in einem 
. durch MALP-2-Vorbehandlung. 



Be i spiel 6: Erh3h 
Peritonitis-Model 

"Colon ascendens fetent peritonitis" 1st ein neues Modell fur ab- 
dominale Sepsis, iie auf einen chirurgischen Eingriff folgen 
kann (9). Die f ol jenden Experimente wurden durchgef Uhrt, urn die 

?-2 zu bewerten, die Oberlebensrate in diesem 
srn. Es wurden Gruppen von 12 bis 18 C57BL/6- 
jneal 2 ug S-MALP-2 in 200 ul physiologischer 
r dieselben Volumina physiologischer 
:weder 2 oder 4 Tage vor dem chirurgischen 

Der chirurgische Eingriff wurde unter Ether- 
"uhrt . Das Abdomen wurde mit 70 proz. Ethanol 
dann durch einen Einschnitt in der Mittellinie 
£s wurde ein Venenkatheter (16 gauge) in das 
nden Kolons eingesetzt und mit zwei Stichen 
sns ("7/0) befestigt. Danach wurde die innere 
sntfernt, der katheter auf eine LMnge von 

und ein kleiner Tropfen Kot aus dem Katheter 
sritonealraum wurde mit 0,5 ml Kochsalzldsung 
en des Abdomens gespiilt. Von den Mausen mit 



Fahigkeit von MAL 
Modell zu verbess 
M&usen intraperit 
Koch sal zl&sung od 
KochsalzlSsung en 
Eingriff in j izier 
BetSubung durchge 
des in f iziert , und 
(1 cm) geoffnet 
Lumen des absteig 
eines Ethilon-Fad 
Nadel des Stents 
wenigen mm gekurz 
ausgepreftt. Der P 
vor dem Verschlie 



als 90 h. Von den 
MALP-2 behandelte 
welhrend von den vjL 
MALP-2 behandelte 



statistisch signi 



Kochsalzlosung-Ko vtrolle (18 pro Gruppe) Uberlebte keine langer 



zwei Tage vor dem chirurgischen Eingriff mit 
Tieren Uberlebten 4 von 12 150 h oder linger, 

er Tage vor dem chirurgischen Eingriff mit 
Tieren 6 von zwolf 120 Stunden und linger 



uberlebten. Der Uiterschied in der Oberlebensrate war 



ikant (P < 0.001 nach dem log-Rank-Test)- 
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Tabelle 1. Leukozyten 

MALP-2 nach|72 Std 



Eii Strom bIs Folge der intraperitonealen Injektlon von racemischcm 



Bchandlun* 



MAXP-2 (9 jtg) 



Liposom-encapsulierfr 
MALP-2 (9 pg) 

Kontroll Liposomen 

NaCl (0.9 %) 



Peritonealzellen 
(x 10') 



11.2*3.1* 



<s 8.5 * 1.2 ' 



6.4 ±1.9 



5.8 ± 0.5 



Monozyteo + Makrop'hagen 
(x 10 s ) (%) 

5 ±1.2* 47.4 ±15.2 

4.9 ± 0.9 ' 57.6 ±8.1* 

2.9 ± 1.2 44.5 * 6.8 

2.8 ± 0.4 47.9 ±1.7 
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(2. Seite der Tabblle 1) 



Lympho; yten 



(xlO s ) <%) 



3.5 ±1.2 32=fc 11 * 



2.9 ± 1 



3.2 ± 0.9 



2.8 ±0.2 '8.8±1 



Granulozyten 



1.8 ±6.7 



(x 10 s ) 



2.6 ±2.7 



0:8 ± 0.2 e 



0.2 ± 0.08 



(%) 



20.2 ±13.2* 



9-7 ± 2.2 e 



2.9 ± 1.4 



0.05 ± 0.03 ' 0.9 ± 0.6 



Es wurden Gruppen "\ on 6 Tieren verwcndet. 



* Significant unter 
(nach Student's t-t^st) 



rsc hiedlich (P < 0.05) gegenttber Kochsalz behandelten KonroUtieren 



Signifikant unterscl 
(nach Student's t 



Ledlich (P < 0.05) gegeniiber Tieren, die Kontroll Liposomen erbielcen 
est) 



# 



von R-MALP-2 bz 



Kontr. 
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Tabelle 2: Leukozy ten Einstrom 72 Sturiden nach intraperitonealer Injektion 



v. S-MALP-2 



PEC 



(x 10«) 



A 
B 
C 
D 

E 
e 



Ir- 

MALP 
(10 >ig) 



A 
B 
C 
D 
E 
© 



5,4 
6.4 
7.95 
7.5 
5.1 
6,5 ±1,3 



Makrophagen 



(xl0«) 



2.9 
3.8 
4.1 
2,9 
2,7 
3,3 ±0,6 



54 
58.6 
52.6 
38,5 
53,4 
51.4 ±7,6 



11,1 
4,05 
11,4 
7.65 
9 

8.64 ±3 



4.5 
2.1 

6 

4: 
4.6 
4,2 ±1,4 



40.1 
52.4 
53 
52,6 
51,3 
49.9 ± 5.5 



Lymphozyten 



(x 10 s ) 



2,2 
2,4 
3,4 
4,4 
2,2 
2,9 ±0,9 



40,7 
38.1 
43.1 
57,9 
44 

44,8 ±7,7 



6,3 
1,8 
5 

3,4 
4,1 
4,1 ±1,7 



56,5 
45,2 
44,2 
44,4 
45,6 
47.2 ±5.2 



S- 

IMALP. 



A 
B 
C 
D 
E 
e 



S- 
MA1.P 
(5 )^g) 



A 
B 
C 
D 
E 
0 



9.1 
10,8 
9,35 
13,7 
7,9 
10,2 ±2,2' 



4.5 
4,7 
5,3 
8.4 
4,6 
5.5 ± 1,7 s 



49.9 
43.8 
56,9 
61.6 
58,5 
54,1 ±7,2 



14.4 
15,2 
17,3 
13,1 
12,5 
14,5±1,9 ! 



5.9±0.4»- h 41,7 ±6,2 



4,2 
5.2 
2,6 
4 

2.8 
3,8 ±1.1 



46.3 
48,3 
27,8 
29,4 
34,9 
•37,3 ±9,5 



6,3 


44,1 


5,1 


35,2 


5,6 


37,2 


5,4 


35,5 


6.1 


34,8 


10 


58,1 


5.4 


41,5 


2,8 


21,5 


6.3 


50,7 


4,2 


33,4 



5,5 ±2,7 36,7 ±13,3 



/Jbweichungen *zu denXontroUiieren (ohne Injektion); 

zu den mttR-MALP (10 ng) behandelten Tieren 



• Signifikante 

b Signifikante /Ibwelchungen 



# 



(2. Seite 



Jer Taballe 2) 
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Ncutropbile 



(x 10 s ) 



0 
0,19 
0.24 
0 
0 

0,09 ±0,1 



17,y* 

25,9 

41 

8,1 
45.5 

17,3 
27,6 d 



0 
0,3 
0,3 

0 

0 

0,12 ±0,16 



0.S6 


0,5 


0,32 


0,8 


0,34 


0,3 


0 


0 


0,27 


0.3 


0,3 ±0,2 


0,4 ± 0,3 


0,46 


0,5 


3 


2,8 


12 


12,8 


10,1 


7,4 


2,8 


3,5 


14,8 ± 


5,4*4.8** 



18 
27 
4,7 
34,7 
13,8 
19,6 ± 11, 6«* 



20 



Verwendung eins 
genden allgemei 



in der 

R x und R 2 , die 
nan, fa* C 7 - 2 s 
X fur S, 0 od< 
Zi und Z 2 , die 
nen , fttr H od-s 
W filr CO oder 
y ftir eine aup 



Patantansprttche 1 bis 12 

s Lipopeptids oder Lipoproteins mit der fol- 
nen Struktur: 

O-CO-R* 
CH 2 -X-CH 2 -CH*-CH 2 -0-CO-Ri 
I 

ZaZiN-CH-W-V-COOH 



gleich oder voneinander verschieden sein kon- 
Alkyl, C,- 25 -Alkenyl oder C 7 - 25 -Alkinyl, 

gleich oder voneinander verschieden sexn kfrn- 
r Methyl/ 

S(0) ft (mit n = 1 Oder 2) und 
1 bis 25 Aminosaureresten bestehende physa-olo- 



gisch vertr^gl 



* 
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iche AminosSuresequenz stehen und das mit 



markierte asynmetrische Kohlenstof f atom die absolute S-Konfi- 
guration hat, wenn X = S (Schwefel) ist, zur Herstellung ei- 
nes pharmazeutfichen PrSparats zur Tier- oder Humanwundbehand- 
lung. 



2. Verwendung na 
eine aus 1 bi 
trSgliche Amir 



qh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daft Y fxar 
25 AminosSuren bestehende physiologisch ver- 
osSuresequenz steht . 



Verwendung na 
eine Aininosautfe 
ausgew&hlt ist|: 



Ch Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft Y fiir 
sequenz steht, die aus der folgenden Gruppe 



(i) 



3&V 



Aminos 
Lipopept 

(ii) GQTNT 

(iii) SKKKK 

(iv) GNNDESN 
(v) 

wobei b 
und (v) 
sein k5ftnen 



SFKEK 



GQTDNNSi JQSQQPGSGTTNT 



Verwendung na 
25-Alkyl, C7-25 
kenyl Oder Cis 



resequenz, die die Wasserloslichkeit des 
ids oder Lipoproteins nicht beeintrachtigt , 



i den MinosSuresequenzen (ii) , (iii), (iv) 
einzelne AminosSuren fehlen oder ausgetauscht 



einem der vorherigen Anspruche, wobei das C7- 
Alkenyl oder C-7- 25 -Alkinyl ein Cis-Alkyl, C15-AI- 
Alkinyl ist* 



5- Verwendung na :h einem der vprherigen AnsprUche, wobei in deiu 
C-,-25~-Alkenylr« st die Doppelbindung (en) die cis-Konf iguration 
aufweisen . 



Verwendung ein 
Lipoproteins , 
Gruppe mit 2 
tigen FettsSur 
Herstellung e 
Human -Wundbehahdl ung 
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s physiologisch vertrSglichen Lipopeptids oder 
las N-terminal eine Dihydroxypropyl-cystein- 
esterartig gebundenen, gegebenenf alls langket- 

tragt, die gleich oder verschieden sind, zur 
ifies pharmazeutischen PrSparats zur Tier- oder 



Verwendung ein as Lipopeptids oder Lipoproteins, erhSltlich 
aus einem Mykcplasma-Klon 2ur Tier- oder Human-Wundbehand- 



lung- 

Verwendung nacjh 
Lipopeptid od^r 
Klon erhaltlidh 



Verwendung naqh 
popeptid oder 



Verwendung naqh 
popeptids ode 



(i) S-[2,3- 
GQTNT 

(ii) S-[2,3- 
SKKKK 

(iii) S-[2,3- 
GNNDESN 

(iv) S-[2,3- 
GNNDESN 

(v) S- [2, 3- 
GQTDNNSS 



Mspalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 



Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , daft das 
Lipoprotein aus einem Mykoplasraa-f ermentans- 
ist. 



einem der vorherigen Anspriiche, wobei das Li- 
Lipoprotein wasserlbslich oder amphoter ist- 



einem der vorhergehenden AnsprUche eines Li- 
Lipoproteins ausgew&hlt aus der Gruppe 



ispalmitoyloxy- {2RS) -propyl] cysteinyl- 

liispalmitoyloxy- (2RS) -propyl] cysteinyl- 
SFKEK 

ispalmitoyloxy- (2S) -propyl] cysteinyl- 
SFKEK 

*ispalmitoyloxypropyl ] cysteinyl- 
JSQQPGSGTTNT 



11. Verwendung aacl 
popeptid oder 
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einem der vorherigen Anspriiche, wobei das Li- 
ipoprotein in Form einer L5sung zur epikutanen 
Anwendung, ein<fcr InjektionslSsung, einer Salbe, einer Lotion, 
einer wsfirigenl Suspension, eines damit impr&gnierten oder be- 
schichteten Pilasters, in Liposomen verkapselt oder an biolo- 
gisch abbaubarfe Tragerpolymere gekoppelt vorliegen kann. 



12. Verwendung nacli einem der vorherigen Anspriiche, wobei es sich 
bei den Wundenl unv Wunden nach Verletzungen oder chirurgischen 
Eingrif fen, uml chronisch inf izierte Wunden, Brandwunden, 
chronische Ulcpra oder Ulcus venosum oder Wunden von Patien- 
ten handelt, dke korpulent oder Diabetiker sind oder einer 
Strahlen- oderj Chemotherapie unterzogen worden sind* 



4 



» 
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Zusammenf as sung 



i x 



Die Erfindung bet 
oder Human- 
einem Lipopeptid 
droxypropyl-cysted 
benenfalls langketjt 



-Wundbet andl 



c de 



fft ein pharmazeutisches Praparat zur Tier- 
ung enthaltend ein oder bestehend aus 
r Lipoprotein, das N-terminal eine Dihy- 
n-Gruppe mit zwei esterartig gebundenen gege- 
igen Fettsauren tr&gt. 



